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(54) Title: PROCESS FOR THE PREPARATION OF SUBSTITUTED ARYL LACTIC ACID CONTAINING CYCLODEPSIPEPTIDES 
WITH 24 RING ATOMS 

(54)Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON SUBSTITUIERTEN ARYLMILCHSAURE-HALTIGEN CYCLODEP- 
SIPEPTIDEN MIT 24 RINGATOMEN 



(57) Abstract 

The invention relates to a new process 
for the preparation of substituted aryl lactic 
acid containing cyclodepsipeptides with 24 
ring atoms of the formula (I), in which R 1 , 
R 2 , R 3 , R 4 have the meanings given in the 
description, with the aid of fungal strains 
of the Agonomycetales class or enzymatic 
preparations isolated therefrom. 

(57) Zusammcnfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein 
neues Verfahren zur Herstellung von substi- 
tuierten Arylmilchsaure-haltigen Cyclodep- 
sipeptiden mit 24 Ringatomen der Formel 
(1), in welcher R', R 2 . R 3 , R 4 die in der 
Beschreibung angegebene Bedeutung haben, 
mit Hilfe von Pilzstammen der Art Agono- 
mycetales oder daraus isolierten enzymatis- 
chen Praparationen. 
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Verfahren zur Herstellung v n substituierten Arvlmilchsaiire-haltigen 
Cvclodepsipeptiden mit 24 Ringatomen 

5 Die vorliegende Erfindung betrifFt ein neues Verfahren zur Herstellung von teil- 
weise bekannten substituierten Arylmilchsaure-haltigen Cyclodepsipeptiden mit 
24 Ringatomen. 

Die Herstellung verschiedener cyclischer, Arylmilchsaure-hal tiger Depsipeptide mit 
24 Ringatomen nach mikrobiellen Verfahren, wie beispielsweise PF 1022A, 

10 PF 1022 B, PF 1022 C, PF 1022D und PF 1022E, ist bereits beschrieben <vgl. 
Fermentation von Cyclooktadepsipeptiden: PF 1022 A aus Mvcelia sterilia (FERM 
BP-2671; fruhere Bezeichnung FERM P-10 504) in EP-OS 382 173; T. Sasaki et 
aL, J. Antibiotics 45, 1992, S. 692-697; aus derselben Kultur wurden isoliert: 
PF 1022B, PF 1022C und PF 1022D: JP-Pat. 5 170 749; PF 1022E: JP-Pat 

15 6 184 126). 

Die Verbindungen der PF 1022-Reihe besitzen die folgende Formel (I): 
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Bezeichnung 


R' 




R* 


R* 


PF 1022 A 


-H 


-Methyl 


-Benzyl 


i -Methyl 


PF 1022B 


-H 


-Benzyl 


-Benzyl 


-Benzyl 


PF 1022C 


-H 


-Methyl 


-Benzyl 


-Benzyl 


PF 1022D 


-H 


-Methyl 


-Methyl 


-Methyl 


PF 1022E 


4-Hydroxy 


-Methyl 


-Benzyl 


-Methyl 



Es ist auch bereits bekannt, daB eine Reihe von cyclischen, Arylmilchsaure-halti- 
gen Depsipeptiden mit 24 Ringatomen mittels chemisch synthetischen Verfahren - 
darstellbar sind (vgl. Totalsynthesen von Cyclooktadepsipeptiden: JP-Pat. 
5 229 997; JP-Pat. 5 320 1 48; Makoto Ohyama et al., Biosci. Biotech. Biochem 
58 (6), 1994, S. 1193-1194; Makio Kobayshi et al., Annu. Rep. Sankyo Res. Lab. 
46, 1994, S. 67-75; Stephen J. Nelson et al., J. Antibiotics 47, (11), 1994, S. 
1322-1327; J. Scherkenbeck et al. Tetrahedron 51 (31), 1995, S. 8459-8470 [PF 
1022A]; WO 94/19334; WO 95/19053; EP-OS 634 408, EP-OS 626 375; EP-OS 
626 376). 



Weiterhin ist bekannt, da/3 bestimmte Arylmilchsaure-haltige Cyclodepsipeptide 
mit 24 Ringatomen als Endoparasitizide verwendet werden konnen (vgl. z.B.: 
EP-OS 382; EP-OS 503 538; WO 93/19053; EP-OS 0 634 408; WO 94/19334; 
WO 95/07272; EP-OS 626 375; EP-OS 626 376). 

Wahrend chemisch synthetische Verfahren eine breite Variation des Substituenten 
R 1 im Phenylmilchsaurefragment bestimmter Cyclooktadepsipeptide ermoglichen 
(vgl.: WO 94/19334; WO 95/19053; EP-OS 634 408, EP-OS 626 375; EP-OS 
626 376), entstanden bisher bei den mikrobiellen Verfahren nur bevorzugt die 
unsubstituierten D-Phenylmilchsaure-haltigen Cyclooktadepsipeptide (R 1 = -H; 
vgl.: PF 1022 A, PF 1022B, PF 1022C und PF 1022D). 

AuBer der bereits genannten Fermentation des D-(4-Hydroxyp: jy l)-milchsaure- 
haltigen Cyclooktadepsipeptids PF 1022E (R 1 = 4-Hydroxy; vgl.: JP-Pat 
6 184 126) ist somit uber die fermentative Darstellung von weiteren, substituier- 
ten Arylmilchsaure-haltigen Cyclooktadepsipeptiden bisher nichts bekannt gewor- 
den. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur Herstellung substitutes 
ter Arylmilchsaure-hal tiger Cyclodepsipeptide mit 24 Ringatomen mit Hilfe von 
Pilzstammen der Art Agonomycetales oder daraus isolierten enzymatischen 
Praparationen. 

Bei dem erflndungsgemaflen Verfahren werden die substituierten Arylmilchsaure- 
haltigen Cyclodepsipeptide mit 24 Ringatomen der allgemeinen Formel (I) 




in welcher 

R ! fur geradkettiges oder verzweigtes Alkyl, cyclisches Alkyl, Alkenyl, 
Alkoxy, Alkenyloxy, Arylalkoxy, Cycloalkoxy, Alkylamino, Dialkylamino, 
Alkylcarbonyl, Alkylcarbonyloxy, Alkoxycarbonyl, Alkylaminocarbonyl, 
Dialkylaminocarbonyl, Heteroarylcarbonyl, Alkoxysulfonyl, Alkylamino- 
sulfonyl, Dialkylaminosulfonyl, Alkylthio, Alkylsulfinyl, Alkylsulfonyl, 
Heteroarylsulfonyl, die gegebenenfalls substituiert sein konnen, Hydroxy, 
Halogen, Nitro, Amino, Carboxyl, Carbamoyl, Cyano oder gegebenenfalls 
fur substituierte cyclische Aminogruppen, steht, und 

R 2 , R 3 und R 4 unabhangig voneinander fur geradkettiges oder verzweigtes AlkyL 
Heteroarylmethyl oder fur einen Benzylrest stehen, der gegebenenfalls 
durch Reste aus der Reihe Wasserstoff, geradkettiges oder verzweigtes 
Alkyl, cyclisches Alkyl, Alkenyl, Alkoxy, Alkenyloxy, Arylalkoxy, 
Cycloalkoxy, Alkylamino, Dialkylamino, Alkylcarbonyl, Alkylcarbonyloxy, 
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Alkoxycarbonyl, Alkylaminocarbonyl, Dialkylaminocarbonyl, Heteroaryl- 
carbonyl, Alkoxysulfonyl, Alkylaminosulfonyl, Dialkylaminosulfonyl, 
Alkylthio, Alkylsulfinyl, AJkylsulfonyl, Heteroarylsulfonyl, die gegebenen- 
falls substituiert sein konnen, Hydroxy, Halogen, Nitro, Amino, Carboxyl, 
Carbamoyl, Cyano oder der gegebenenfalls durch eine geeignete cyclische 
Aminogruppe substituert ist, steht, 

mit Ausnahme der Verbindungen der Formel (I), in welcher 

R 1 fur 4-Hydroxy steht, 

R 3 fur unsubstituiertes Benzy! steht 

und die ubrigen Reste die oben genannte Bedeutung haben, dadurch hergestellt, 



optisch aktive oder racemische Aminosauren der allgemeinen Formeln (II) 
(III), (IV) und (V) 




H 



O 



H 



O 



H 



O 



15 



(II) 



(III) 



(IV) 



(V) 



worm 



\ R 2 , R 3 und R 4 die oben angegebene Bedeutung haben, od 



ler 



b) optisch aktive oder racemische 2-Hydroxy-carbonsauren der allgemei 
Formeln (VI), (VII), (VIII) und (IX) 
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OH 



(VI) (VII) (VIII) (IX) 

worin 

R l , R 2 , R 3 und R 4 die oben angegebene Bedeutung haben, 

5 in Gegenwart von Pilzstammen der Art Agonomycetales in geeigneten Nahrlo- 
sungen oder in Gegenwart von aus diesen Pilzstammen isolierten Synthetasen in 
einem Puffersystem umsetzt und anschlieBend die gewiinschten, substituierten 
Arylmilchsaure-haltigen Cyclodepsipeptide mit 24 Ringatomen isoliert. 

Die Arylmilchsaure-haltigen cyclischen Depsipeptide mit 24 Ringatomen der allge- 
10 meinen Formel (I) sowie deren Saureadditionssalze und Metallsalz-Komplexe 
eignen sich hervorragend zur Bekampfung von Endoparasiten, besonders auf dem 
Gebiet der Medizin und Veterinarmedizin. 

Gegebenenfalls substituiertes Alkyl allein oder als Bestandteil eines Restes in den 
allgemeinen Formeln bedeutet geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit vorzugs- 

15 weise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 4 Kohlenstoffatomen. Beispielhaft seien gegebe- 
nenfalls substituiertes Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl, Isobutyl, 
sec-Butyl, tert-Butyl, Pentyl, 1 -Methyl butyl, 2-Methylbutyl, 3 -Methyl butyl, 1,2- 
Dimethylpropyl, 1 , 1 -Dimethylpropyl, 2,2-Dimethylpropyl, 1 -Ethylpropyl, Hexyl, 
1-Methylpentyl, 2-Methylpentyl, 3-Methylpentyl, 4-Methylpentyl, 1,2-DimethyI- 

20 butyl, 1,3-Dimethylbutyl, 2,3-Dimethylbutyl, 1,1-Dimethylbutyl, 2,2-Dimethyl- 
butyl, 3,3-Dimethyibutyl, 1,1,2-Trimethylpropyl, 1,2,2-Trimethylpropyl, 1 -Ethyl- 
butyl und 2-Ethylbutyl genannt. Vorzugsweise seien Methyl, Ethyl, n-Propyl, Iso- 
propyl, n-Butyl, Isobutyl, sec-Butyl und tert-Butyl genannt. 

Gegebenenfalls substituiertes Alkenyl allein oder als Bestandteil eines Restes in 
25 den allgemeinen Formeln bedeutet geradkettiges oder verzweigtes Alkenyl mit vor- 
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zugsweise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 4 Kohlenstoffatomen. Beispielhaft seien ge- 
gebenenfalls substituiertes Vinyl, 2-Propenyl, 2-Butenyl, 3-Butenyl, l-Methyl-2- 
propenyl, 2-Methyl-2-propenyl, 2-Pentenyl, 3-Pentenyl, 4-Pentenyl, 1 -Methyl-2- 
butenyl, 2-Methyl-2-butenyI, 3-Methyl-2-butenyl, l-Methyl-3-butenyl, 2-MethyI-3- 
butenyl, 3-Methyl.3-butenyI, l,l-Dimethyl-2-propenyl, l,2-Dimethy]-2-propenyl, 

1- Ethyl-2-pro-penyl, 2-Hexenyl, 3-Hexenyl, 4-Hexenyl, 5-Hexenyl, l-Methyl-2- 
pentenyl, 2-Methyl-2-pentenyl, 3-MethyI-2-pentenyl, 4-Methyl-2-pentenyl, 3-Me- 
thyl-3-pentenyl, 4-Methyl-3-pentenyl, l-Methyl-4-pentenyl, 2-Methyl-4-pentenyl, 
3-Methyl-4-pentenyl, 4-Methyl-4-p e ntenyl ; l,l-Dimethyl-2-butenyl, 1, 1 -Dim ethyl - 
3-butenyI, l,2-Di me thyl-2-butenyl, l,2-Dimethyl-3-butenyl, I,3-Dimethyl-2- 
butenyl, l,3-Dimethyl-3-butenyI, 2,2-Dimethy!-3-butenyl, 2,3-Dimethyl-2-butenyl, 
2,3-Dimethyl-3-butenyl, l-Ethyl-2-bute-nyl, l-Ethyl-3-butenyl, 2-Ethyl-2-butenyl! 

2- Ethyl-3-butenyl ) l,l,2-Trimethyl-2-prope-nyl, I-Ethyl-l-methyl-2-propenyl und 
l-Ethyl-2-methyl-2-propenyl genannt. Vorzugsweise seien gegebenenfalls substi- 
tuiertes Ethenyl, 2-Propenyl, 2-Butenyl oder 1 -Methyl -2-propenyl genannt. 

Gegebenenfalls substituiertes Cycloalkyl allein oder als Bestandteil eines Restes in 
den allgemeinen Formeln bedeutet mono, bi- und tricyclisches Cycloalkyl, vor- 
zugsweise mil 3 bis 10, insbesondere mit 3, 5 oder 7 Kohlenstoffatomen. 
Beispielhaft seien gegebenenfalls substituiertes Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cyclo- 
pentyl, Cyclohexyl, Cycloheptyl, Cyclooktyl, Bicyclo[2.2.1]heptyI, Bicyclo[2.2.2J- 
oktyl und Adamantyl genannt. 

Gegebenenfalls substituiertes Alkoxy allein oder als Bestandteil eines Restes in 
den allgemeinen Formeln bedeutet geradkettiges oder verzweigtes Alkoxy mit vor- 
zugsweise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 4 Kohlenstoffatomen. Beispielhaft seien ge- 
gebenenfalls substituiertes Methoxy, Ethoxy, n-Propoxy, Isopropoxy, n-Butoxy, 
Isobutoxy, sec-Butoxy und tert-Butoxy genannt. 

Gegebenenfalls substituiertes Alkylthio allein oder als Bestandteil eines Restes in 
den allgemeinen Formeln bedeutet geradkettiges oder verzweigtes Alkylthio mit 
vorzugsweise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 4 Kohlenstoffatomen. Beispielhaft seien 
gegebenenfalls substituiertes Methylthio, Ethylthio, n-Propylthio, Isopropylthio, 
n-Butylthio, Isobutylthio, sec-Butylthio und tert-Butylthio genannt. 

Gegebenenfalls substituiertes Alkoxycarbonyl allein oder als Bestandteil eines 
Restes in den allgemeinen Formeln bedeutet geradkettiges oder verzweigtes Alk- 
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oxycarbonyl mit vorzugsweise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 4 Kohlenstoffatomen. 
Beispielhaft seien gegebenenfalls substituiertes Methoxycarbonyl, Ethoxycarbonyl, 
n-Propoxycarbonyi, Isopropoxycarbonyl, n-Butoxycarbonyl, Isobutoxycarbonyl, 
sec-Butoxycarbonyl und tert-Butoxycarbonyl genannt. 

5 Gegebenenfalls substituiertes Alkylcarbonyl allein oder als Bestandteil eines 
Restes in den allgemeinen Formeln bedeutet geradkettiges oder verzweigtes Alkyl- 
carbonyl mit vorzugsweise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 4 Kohlenstoffatomen. Bei- 
spielhaft seien gegebenenfalls substituiertes Methylcarbonyl, Ethylcarbonyl, n- 
Propylcarbonyl, Isopropylcarbonyl, n-Butylcarbonyl, Isobutylcarbonyl, sec- 
10 Butylcarbonyl und tert-Butylcarbonyl genannt. 

Gegebenenfalls substituiertes Arylalkyl in den allgemeinen Formeln bedeutet vor- 
zugsweise gegebenenfalls im Arylteil und/oder Alkyl substituiertes Arylalkyl mit 
vorzugsweise 6 oder 10, insbesondere 8 Kohlenstoffatomen im Arylteil (vorzugs- 
weise Phenyl oder Naphthyl, insbesondere Phenyl) und vorzugsweise 1 bis 4, ins- 
15 besondere 1 oder 2 Kohlenstoffatomen im Alkylteil, wobei der Alkylteil gerad- 
kettig oder verzweigt sein kann. Beispielhaft und vorzugsweise seien gegebenen- 
falls substituiertes Benzyl und Phenylethyl genannt. 

Gegebenenfalls substituiertes Hetaryl allein oder als Bestandteil eines Restes in 
den allgemeinen Formeln bedeutet 5- bis 7-gliedrige Ringe mit vorzugsweise 1 bis 

20 3, insbesondere 1 oder 2 gleichen oder verschiedenen Heteroaromaten. Als Hetero- 
atome in den Heteroaromaten stehen Sauerstoff, Schwefel oder Stickstoff. Bei- 
spielhaft und vorzugsweise seien gegebenenfalls substituiertes Furyl, Thienyl, 
Pyrazolyl, Imidazolyl, 1,2,3- und 1,2,4-Triazolyl, Isoxazolyl, Thiazolyl, 
Isothiazolyl, 1,2,3-, 1,3,4-, 1,2,4- und 1,2,5-Oxadiazolyl, Azepinyl, Pyrrolyl, 

25 Pyridyl, Piperazinyl, Pyridazinyl, Pyrimidinyl, Pyrazinyl, 1,3,5-, 1,2,4- und 1,2,3- 
Triazinyl, 1,2,4-, 1,3,2-, 1,3,6- und 1,2,6-Oxazinyl, OxepinyU Thiepinyl und 1,2,4- 
Di azepinyl genannt. 

Die gegebenenfalls substituierten Reste der allgemeinen Formeln kbnnen einen 
oder mehrere, vorzugsweise 1 bis 3, insbesondere 1 bis 2 gleiche oder verschie- 
30 dene Substituenten tragen. Als Substituenten seien beispielhaft und vorzugsweise 
aufgefuhrt: 
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Alkyl mit vorzugsweise 1 bis 4, insbesondere 1 bis 2 Kohlenstoffatomen, wie 
Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl, Isobutyl, sec-Butyl und ten-Butyl; 
Alkoxy mit vorzugsweise 1 bis 4, insbesondere 1 bis 2 Kohlenstoffatomen, wie 
Methoxy, Ethoxy, n-Propoxy, Isopropoxy, n-Butoxy, Isobutoxy, sec-Butoxy und 
tert-Butoxy; Alkylthio wie Methylthio, Ethylthio, n-Propylthio, Isopropylthio n- 
Butylthio, Isobutylthio, sec-Butylthio und tert-Butylthio; Halogenalkyl mit vor- 
zugsweise 1 bis 4, insbesondere 1 bis 2 Kohlenstoffatomen und vorzugsweise 1 
bis 5, insbesondere 1 bis 3 Halogenatomen, wobei die Halogenatome gleich oder 
verschieden sind und als Halogenatome, vorzugsweise Fluor, Chlor oder Brom 
insbesondere Fluor oder Chlor stehen, wie Difluormethyl, Trifluormethyl' 
Tnchlormethyl; Hydroxy; Halogen, vorzugsweise Fluor, Chlor, Brom und Iod 
insbesondere Fluor und Chlor; Cyan; Nitro; Amino; Monoalkyl- und Dialkylamino 
mit vorzugsweise 1 bis 4, insbesondere 1 oder 2 Kohlenstoffatomen je Alkyl- 
gruppe, wie Methylamino, Methyl ethyl ami no, Dimethyl-amino, n-Propylamino, 
Isopropylamino, Methyl-n-butylamino; Alkylcarbonylreste wie Methylcarbonyl ■ 
Alkoxycarbonyl mit vorzugsweise 2 bis 4, insbesondere 2 bis 3 Kohlenstoffatomen 
wie Methoxycarbonyl und Ethoxy carbonyl; Alkylsulf.nyl mit 1 bis 4, insbesondere 

1 bis 2 Kohlenstoffatomen; Halogensulfinyl mit 1 bis 4, insbesondere 1 bis 2 
Kohlenstoffatomen und 1 bis 5 Halogenatomen wie Trifluormethylsilfinyl 
Sulfonyl (-SO r OH); Alkylsulfonyl mit vorzugsweise 1 bis 4, insbesondere 1 oder 

2 Kohlenstoffatomen, wie Methylsulfonyl und Ethylsulfonyl oder Halogenalkyl- 
sulfonyl mit 1 bis 4, insbesondere 1 bis 2 Kohlenstoffatomen und 1 bis 5 Halogen- 
atomen wie Trifluormethylsulfonyl. 

Als geeignete cyclische Aminogruppen kommen heteroaromatische oder alipha- 
tische Ringsysteme mit einem oder mehreren Stickstoffatomen als Heteroatom in 
Frage, bei denen die Heterocyclen gesattigt oder ungesattigt, ein Ringsystem oder 
mehrere kondensierte Ringsysteme sein konnen, und gegebenenfalls weitere He- 
teroatome wie Stickstoff Sauerstoff und Schwefel u.s.w. enthalten. AuBerdem 
konnen cyclische Aminogruppen auch ein Spiroring oder ein verbriicktes Rinu- 
system bedeuten. Die Anzahl der Atome, die cyclische Aminogruppen bilden ist 
nicht beschrankt, beispielsweise bestehen sie im Falle eines Einringsystems aus 3 
b.s 8 Atomen und im Falle eines Dreiringsystems aus 7 bis 1 1 Atomen 

Beispielhaft fur cyclische Aminogruppen seien gesattigte und ungesatt.gte mono- 
cychsche Ringsysteme mit einem Stickstoffatom als Heteroatom w.e l-Azet.dmvl 
Pyrrolidino, 2-Pyrrolin-l-yl, l-Pyrrolyl, Piperid.no, 1 ,4-Dihydropyridm- . -yl 
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1,2,5,6-Tetrahydropyridin-l-yI, Homopiperidino genannt; beispielhaft fur cycli- 
schen Aminogruppen seien gesattigten und ungesattigten monocyclischen Ring- 
systeme mit zwei oder mehreren Stickstoffatomen als Heteroatome wie 1-Imida- 
zolidinyl, 1-Imidazolyl, 1-Pyrazolyl, 1-Triazolyl, 1-Tetrazolyl, 1-Piperazinyl, 1- 
5 Homopiperazinyl, 1,2-Dihydropyridazin-l-yl, 1,2-Dihydropyrimidin-l-yl, Perhydro- 
pyrimidin-l-yl und 1,4-Diazacycloheptan-l-yl genannt; beispielhaft fur cyclischen 
Aminogruppen seien gesattigten und ungesattigten monocyclischen Ringsysteme 
mit einem bis drei Stickstoffatomen und einem bis zwei Sauerstoffatomen als 
Heteroatome wie Oxazolidin-3-yl, Isoxazolin-2-yl, Morpholino oder 2,6-Dimethyl- 

10 morpholino genannt; beispielhaft fur cyclische Aminogruppen seien gesattigte und 
ungesattigte monocyclische Ringsysteme mit einem bis drei Stickstoffatomen und 
einem bis zwei Schwefelatomen als Heteroatome genannt, beispielhaft fur cycli- 
schen Aminogruppen seien gesattigte und ungesattigte kondensierten cyclische 
Ringsystemen wie Indol-l-yl, l,2-Dihydro-benzimidazo!-l-yl, Perhydropyrrolo- 

15 [l,2-a]pyrazin-2-yl genannt; beispielhaft fur cyclischen Aminogruppen seien spiro- 
cyclische Ringsysteme wie das 2-Azaspiro[4,5]-decan-2-yl genannt; beispielhaft 
fur cyclischen Aminogruppen seien verbruckte heterocyclische Ringsysteme wie 
das 2-Azabicyclo[2,2,l]heptan-7-yl genannt. 

Die erfindungsgemaBen herstellbaren substituierten Arylmilchsaure-haltigen Cyclo- 
20 depsipeptide mit 24 Ringatomen sind durch die allgemeine Formel (I) allgemein 
defmiert. 




Me Me 



Bevorzugt hergestellt werden Verbindungen der allgemeinen Formel (I), 
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in welcher 



R 1 fiir geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, 
insbesondere Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl, Butyl, Isobutyl, sec-Butyl, 
tert-Butyl, cyclisches Alkyl mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen, insbesondere 
Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cyclopentyl, Cyclohexyl, Alkoxy, insbesondere 
Methoxy, Ethoxy, Propoxy, Isopropoxy, Butoxy, Isobutoxy, sec-Butoxy, 
tert-Butoxy, Cycloalkoxy, insbesondere Cyclopropyloxy, Alkenyloxy, ins- 
besondere Allyloxy, Dioxoalkylen, insbesondere Dioxomethylen, Alkyl- 
amino, insbesondere Methylamino, Ethylamino, Dialkylamino, insbesondere 
Dimethylamino, Diethylamino, Alkoxycarbonyl, insbesondere Methoxy- 
carbonyl, Ethoxy carbonyl, tert-Butoxycarbonyl, Alkylaminocarbonyl, 
insbesondere Methylaminocarbonyl, Dialkylaminocarbonyl, insbesondere 
Dimethylaminocarbonyl, Alkyl aminosulfonyl, insbesondere Methylamino- 
sulfonyl, Dialkylaminosulfonyl, insbesondere Dimethylaminosulfonyl, 
Alkylthio, insbesondere Methylthio oder tert-Butylthio, Alkylsulfinyl, ins- 
besondere Methylsulfinyl oder tert-Butylsulf.nyl, Alkylsulfonyl, insbeson- 
dere Methylsulfonyl oder tert-Butylsulfonyl, Heteroarylsulfonyl, insbeson- 
dere N-Morpholinosulfonyl oder N-Pyrazoiylsulfonyl, die gegebenenfalls 
substituiert sein konnen, Hydroxy, Halogen, insbesondere Brom, Chlor, 
Fluor oder Iod, Nitro, Amino, Carboxyl, Carbamoyl, Cyano oder 
gegebenenfalls fur substituierte cyclische Aminogruppen, insbesondere 
N-Pyrrolidino, N-Piperidino, N-Morpholino, N-(2,6-Dimethyl-morpholino), 
N-Methylpiperazino, N-Thiomorpholino oder N-Dioxothiomorpholino, 
steht, und 

R 2 und R 4 fur geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit bis zu 4 Kohlenstoff- 
atomen, insbesondere Methyl, stehen, und 

R 3 fur geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, 
insbesondere Methyl, oder fiir einen Benzylrest steht, der gegebenenfalls 
durch Reste aus der Reihe Wasserstoff, geradkettiges oder verzweigtes 
Alkyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, insbesondere Methyl, Ethyl, Propyl, 
Isopropyl, Butyl, Isobutyl, sec-Butyl, tert-Butyl, cyclisches Alkyl mit bis zu 
6 Kohlenstoffatomen, insbesondere Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cyclopentyl, 
Cyclohexyl, Alkoxy, insbesondere Methoxy, Ethoxy, Propoxy, Isopropoxy! 
Butoxy, Isobutoxy, sec-Butoxy, tert-Butoxy, Cycloalkoxy, insbesondere 
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Cyclopropyloxy, Alkenyloxy, insbesondere Allyloxy, Dioxoalkylen, 
insbesondere Dioxomethylen, Alkylamino, insbesondere Methylamino, 
Ethylamino, Dialkylamino, insbesondere Dimethylamino, Diethylamino, 
Alkoxycarbonyl, insbesondere Methoxycarbonyl, Ethoxycarbonyl, tert- 
5 Butoxycarbonyl, Alkylaminocarbonyl, insbesondere Methylaminocarbonyl, 

Dialkylaminocarbonyl, insbesondere Dimethylaminocarbonyl, Alkylamino- 
sulfonyl, insbesondere Methylaminosulfonyl, Dialkylaminosulfonyl, insbe- 
sondere Dimethylaminosulfonyl, Alkylthio, insbesondere Methylthio oder 
tert-Butylthio, Alkylsulfinyl, insbesondere Methylsulfinyl oder tert-Butyl- 

10 sulfinyl, Alkylsulfonyl, insbesondere Methylsulfonyl oder tert-Butylsul- 

fonyl, Heteroaryl sulfonyl, insbesondere N-Morpholinosulfonyl oder N-Pyra- 
zolylsulfonyl, die gegebenenfalls substituiert sein konnen, Hydroxy, 
Halogen, insbesondere Brom, Chlor, Fluor oder Iod, Nitro, Amino, 
Carboxyl, Carbamoyl, Cyano oder der gegebenenfalls durch eine geeignete 

15 cyclische Aminogruppe, insbesondere N-Pyrrolidino, N-Piperidino, N- 

Morpholino, N-(2,6-DimethyI-morpholino), N-Methylpiperazino, N-Thio- 
morpholino oder N-Dioxothiomorpholino, substituiert ist, steht, 

mit Ausnahme der Verbindungen der Formel (I), in welcher 

R 1 fur 4-Hydroxy steht, 

20 R 3 fur unsubstituiertes Benzyl steht 

und die ubrigen Reste die oben genannten Bedeutungen haben. 

Besonders bevorzugt werden Verbindungen der allgemeinen Formel (I) hergestelh, 

in welcher 

R 1 fur Alkoxy, insbesondere Methoxy, Ethoxy, Propoxy, Isopropoxy, Butoxy, 
25 Isobutoxy, sec-Butoxy, tert-Butoxy, Alkylamino, insbesondere Methyl- 

amino, Ethylamino, Dialkylamino, insbesondere Dimethylamino, Diethyl- 
amino, Hydroxy, Halogen, insbesondere Brom, Chlor, Fluor oder Iod, 
Nitro, Amino, gegebenenfalls fur substituierte cyclische Aminogruppen, 
insbesondere N-Morpholino, N-Methylpiperazino oder N-Dioxothio- 
30 morpholino, steht, und 
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R 2 und R 4 fiir geradkettiges oder verzweigtes AJkyl mit bis zu 4 Kohlenstoff- 
atomen, insbesondere Methyl, stehen, und 

R 3 fur geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen, 
insbesondere Methyl, oder fur einen Benzylrest steht, der gegebenenfalls 
durch Reste aus der Reihe Wasserstoff, Alkoxy, insbesondere Methoxy, 
Ethoxy, Propoxy, Isopropoxy, Butoxy, Isobutoxy, sec-Butoxy, tert-Butoxy, 
Alkylamino, insbesondere Methylamino, Ethylamino, Dialkylamino, 
insbesondere Dimethylamino, Diethylamino, Hydroxy, Halogen, insbeson- 
dere Brom, Chlor, Fluor oder Iod, Nitro, Amino oder der gegebenenfalls 
durch eine geeignete cyclische Aminogruppe, insbesondere N-Morpholino, 
N-Methylpiperazino oder N-Dioxothiomorpholino, substituiert ist, steht, 

mit Ausnahme der Verbindungen der Formel (I), in welcher 

R 1 fur 4-Hydroxy steht, 

R 3 fur unsubstituiertes Benzyl steht 

und die iibrigen Reste die oben angegebene Bedeutung haben. 

Ganz besonders bevorzugt werden Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 
hergestellt, 

in welcher 

R 1 fur Alkoxy, insbesondere Methoxy, tert-Butoxy, Hydroxy, Halogen, insbe- 
sondere Brom, Chlor, Fluor oder Iod, Nitro, Amino, Dialkylamino, insbe- 
sondere Dimethylamino. oder gegebenenfalls fur substituierte cyclische 
Aminogruppen, insbesondere N-Morpholino, steht, und 

R 2 und R 4 fur Methyl stehen, und 

R 3 fiir einen Benzylrest steht, der gegebenenfalls durch Reste aus der Reihe 
Wasserstoff, Alkoxy, insbesondere Methoxy, tert-Butoxy, Hydroxy, 
Halogen, insbesondere Brom, Chlor, Fluor oder Iod, Nitro, Amino! 
Dialkylamino, insbesondere Dimethylamino, oder der gegebenenfalls durch 
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eine geeignete cyclische Aminogruppe, insbesondere N-Morpholino, substi- 
tuiert ist, steht, 

mit Ausnahme der Verbindungen der Formel (I), in welcher 
R 1 fiir 4-Hydroxy steht, 
5 R 3 fiir unsubstituiertes Benzyl steht 

und die ubrigen Reste die oben angegebene Bedeutung haben. 

Unter den erfindungsgemaflen Herstellungsbedingungen entstehen die optisch 
aktiven, stereoisomeren Formen der Verbindungen der allgemeinen Formel (I). 
Vorzugsweise werden jedoch Verbindungen der allgemeinen Formel (I) gebildet, 
10 in denen die a-Aminosauren eine (S)-Konfiguration (L-Form) und die 2-Hy- 
droxycarbonsauren eine (R)-Konfiguration (D-Form) aufweisen. 

Im einzelnen seien folgende optisch aktiven Verbindungen der allgemeinen Formel 
(I) genannt: 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-nitro-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
15 methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-nitro-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-nitro-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-4-nitro-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

20 Cyclo(-N-methyl-L-leucyUD-3-nitro-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyI-L-leucyUD-3-nitro-phenyIlactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyI-L-leucyl-D-3-nitro-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
25 methyl-L-leucyl-D-3-nitro-phenylIactyl-N-methyl-L-leucyI-D-lactyl-) 
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CycIo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-nitro-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyi-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-nitro-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-phenyilactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyI-D-2-nitro-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyI-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-2-nitro-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-Iactyl-) 

Cyclo(-N-methyl.L-leucyl-D-4-amino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-. 
methyl-L-Ieucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-amino-phenyllacty]-N-methyl-L-leucyl-D-lactyi-N- 
methyl-L-leucyl-D-phenyliactyl-N-methyl-L-leucyl-D-Iactyl-) 

Cyclo(-N-niethyl-L-leucyl-D-4-amino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-4-amino-phenyllactyl-N-methyI-L-leucyl-D-lactyl) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-amino-phenyllactyi-N-niethyl-L-ieucyl-D-Jacty]-N- 
methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-Iactyl-) 

Cyclo(-N-methyI-L-leucyl-D-3-amino-phenyHactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methy]-L-Ieucyl-D-lactyl-) 

CycIo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-amino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N. 
methyl-L-leucyl-D-3-amino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-amino-phenyllactyl-N- m ethyl-L-leucyl-D-lacty!-N- 
methyl-L-leucyl-D-Iaclyl-N-methyl-L-Ieucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-amino-phenyllactyI-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-Ieucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

C y clo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-amino-phenyllactyl-N-methyI-L-l e ucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-2-amino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 
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Cyclo(-N-methyl-L-ieucyl-D^-hydroxy-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl- 
N-methyl-L-Ieucyl-D-Iactyl-N-methyl-L-leucyl-D-Iactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyI-D-4-hydroxy-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl- 
N-methyl-L-leucyl-D-4-hydroxy-phenyIlactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-hydroxy-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl- 
N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyi-L-leucyl-D-3-hydroxy-phenylIactyl-N-methyl-L-leucyI-D-lactyl- 
N-methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-metiiyl-L4eucyl-D-3-hydroxy-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl- 
N-methyl-L-leucyl-D-3-hydroxy-phenyllactyl-N-methyl-L-Ieucyl-D-lactyl) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-hydroxy-phenyllactyl-N-methyI-L-leucyl-D-Iactyl- 
N-methyUL-leucyl-D-Iactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-hydroxy-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyU 
N-methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cycio(-N-methyl-L4eucyI-D-2-hydroxy-phenyllactyI-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl- 
N-methyl-L-leucyl-D-2-hydroxy-phenyllactyl-N-methyl-L-)eucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-meth^^ 
N-methy!-L-leucyl-D-lactyI-N-methyl-L-leucyl~D-lactyU) 

Cyclo(-N-methyl-L4eucyl~D-4-methoxy-phenyllactyl-N-methyI-L-leucyI-D-lacty 
N-niethyl-L-leucyl-D-phenyllactyi-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucy]-D-4-methoxy-^^ 

N-methyl-L-leucyl-D-4-methoxy-phenyllactyl-N-methyI-L-leucyUD-lactyl) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-methoxy-phenyllactyl-N-methyUL-leucyl-D-lactyl- 
N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-!eucyl-D-lactyU) 
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Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-methoxy-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl- 
N-methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-methoxy-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl- 
N-raethyl-L-leucyl-D-3-methoxy-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-methoxy-phenyllactyl-N-raethyl-L-leucyl-D-lactyI- 
N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-methoxy.phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl- 
N-methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N. m ethyl-L-leucyl-D-2-methoxy-phenyllactyl-N-methy]-L-leucyl-D-lactyl- 
N-methyl-L-leucyl-D-2-methoxy-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyI-L-leucyI-D-4-tert-butoxy- P henyllactyl-N- m cthyl-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyi-D-lactyi-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-tert-butoxy-phenyllactyl-N-methyJ-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyi-D-4-tert-butoxy-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D- 
lactyI-N-methyl-L-leucyl-D-4-tert-butoxy-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-tert-butoxy-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

CycIo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-tert-butoxy-phenyl!-tyl-N-methyl-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L- yl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-tert-but 0 xy-phenyl, /1-N-methyl-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-ieucyl-D-3-tert-butoxy-phenyllactyi -methyl-L-leucyl-D-lactyl) 

Cyclo(-N- m ethyl-L-leucyl-D-2-tert-butoxy- P henyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 
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Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-tert-butoxy-phenyllactyl-N-methyUL-leucyl-D- 
lacty 1 -N-methyl -L-l eucy I -D-pheny I lactyl -N-methyl-L-1 eucyl -D-l acty 1-) 

Cyclo(-N-methyI-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-2-tert-^ 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-N^ 

lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-N-morpholino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyI~D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-N-morpholino-phenyllactyl-N-methyI-L-leucyI-D- 
lactyI-N-rnethyl-L-leucyl-D-4-N-morpholino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D- 
lactyl) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-N-morpholino-phenyllactyl-N-rnethyI-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-Ieucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-N-morphoIino-phenyllactyI-N-methyl-L-leucyl-D- 
Iactyl-N-methyl-L-leucyl-D-phenyllactyNN-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(~N-methyl-L-leucyl-D-3-N-morpholino-phenyllactyl--N-methyl-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-3-N-morpholino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyND- 
lactyl) 

Cyclo(-N-methyUL-leucyl-D-2-N-morpholino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-Ieucyl-D-2-N-morpholino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl'D-2-N-morpholino-phenyllactyl-N-methyI-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyI-D-2-N-morpholino-phenyllactyl-N-methyUL-leucyl-D- 
lactyl-) 
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Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-dimethylaniino-phenyHactyl-N-methyl-L-leucyl-D- 
lactyl-N-raethyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyI-D-4-dimethyiamino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyI-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-raethyl-L-leucyl-D-4-diniethylamino-phenyllactyi-N-methyl-L-leucyl-D- 

lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-4-dimethylamino-phenyIlactyl-N-methyl-L-leucyl-D- 
lactyl) 

Cyclo(.N.m e thyl-L-leucyl-D-3-dimethylamino-phenyllactyl-N-ni e thyl-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-di m ethyl a mino-phe n yllactyI-N-niethyl-L-]eucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-dimethylaniino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D- 

lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-3-dimethylamino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucvl-D- 
lactyl) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-dimethylamino-phenyllactyl-N-niethyl-L-leucyl-D- 
lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-dimethyla m ino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D- 
lacty]-N-methyl-L-]eucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D.2-dimethylamino-phenyllactyl-N-methyl-L-ieucyl-D- 

lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-2-dimethylamino-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D- 
lactyl-) 

Cyc!o(-N-methyl-L-leucyl.D-4-iodphenynactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

C y clo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-iodphenyllactyl-N-methyl-L-leuc y l-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 
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Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-iodphenyllactyl-N-methyI-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-IeucyI-D-4-iodphenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-iodphenyllactyl-N-methyl-L-leucyUD-lactyl-N- 
methyI-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl*L-leucyl-D-lactyl-) 

5 Cyclo(-N-methyl-L-Ieucyl-D-3-iodphenyllactyl-N-methyI-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyUL-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-iodphenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-3-iodphenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-Iactyl) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyI-D-2-iodphenylIactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
0 methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-Ieucyl-D-2-iodphenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-iodphenyllactyl-N-methyUL-leucyl-D»lactyUN- 
methyl-L-leucyI-D-2-iodphenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

5 Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-bromphenyllactyNN-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-bromphenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-bromphenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N 
10 methyl-L-leucyl-D-4-bromphenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-bromphenyllactyl-N«rriethyl-L-leucyI-D-lactyI-N 
methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-Ieucyl-D-3-bromphenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N 
methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 



WO 97/20945 



- 20 - 



PCT/EP96/05190 



Cy C lo(-N-methyl-L-leucyl-D-3-bromphenyllactyl-N- m ethyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D.3-bromphenyilactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl) 

Cyclo(.N-methyl-L-leucyl-D-2-bromphenyllactyi-N-methyl-L-Ieucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-bromphenyllactyl-N.methyI-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-raethyl-L-leucyl-D-2-bro m phenylIactyl-N-methyl-L-leucyl.D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-2-bromphenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyJ-) 

Cyclo(-N-methyl-L-]eucyl-D-4-chlorphenylIactyl-N- me thy]-L-leucyl-D-lacty]-N. 
methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cy C Io(-N-methyl-L-leucyI-D-4-chlorph e nyllactyl-N-methyI-L-leucyl-D-lacty]-N- 
methyl-L-leucyi-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-4-chlorphenylIactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lacty]-N- 
methyl-L-leucyl-D-4-chlorphenyllactyl-N-methyl-L-Ieucyl-D-lacty]) 

Cyclo(-N- m ethyl-L-l e ucy]-D-3-chlorphenyIlactyl-N-methyl-L-ieucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-!eucyJ-D-3-chlorphenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyI-L-leucy]-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-ieucyl-D-3-chlorphenyllactyl-N- m ethyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methy]-L-leucyl-D-3-chlor-phenyllacty)-N-methyl-L-leucyl-D-lactyI) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-chlorphenyllactyl-N-methyl-L-!eucyl-D-!actyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-lactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 

Cyclo(-N-methyl-L-leucyl.D-2-bromphenyllactyl-N-methyl-L-leucyI-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyl-D-phenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-) 
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Cyclo(-N-methyl-L-leucyl-D-2-chloiphenyllactyl-N-methyl-L-leucyl-D-lactyl-N- 
methyl-L-leucyI--D-2-chlorphenyllactyl-N-methy]-L-leucyl-D-lactyl-) 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel (I) sind teilweise bekannt (vgl. z.B.: 
WO 94/19334; WO 95/19053; EP-OS 634 408; EP-OS 626 375; EP-OS 626 376). 

5 Setzt man bei dem erfindungsgemaBen Verfahren a zur Herstellung der substituier- 
ten Arylmilchsaure-haltigen Cyclodepsipeptide mit 24 Ringatomen (I) als Amino- 
sauren der Formel (II) 4-Nitrophenyl-alanin (R l = 4-N0 2 ) ein, so laBt sich das 
Verfahren z.B. durch folgendes Reaktionsschema wiedergeben: 



10 




Die zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens a als Ausgangsstoffe be- 
notigten Aminosauren sind durch die Formeln (II) bis (V) allgemein definiert. In 
15 diesen Formeln stehen R 1 , R 2 , R 3 und R 4 vorzugsweise fur diejenigen Reste, die 
bereits im Zusammenhang mit der Beschreibung der erfindungsgemaBen Stoffe der 
Formel (I) als bevorzugt fur diese Substituenten genannt wurden. 



Die als Ausgangsstoffe verwendeten natiirlichen oder synthetischen Aminosauren 
konnen, falls chiral, in der (S)- oder (R)-Konfiguration (L- oder D-Form) 
20 vorliegen. Bevorzugt sind jedoch (S)-konfigurierte a-Aminosauren. 

Bei spiel sweise seien genannt: 

Aad, Abu, jAbu, ABz, 2ABz, eAca, Ach, Acp, Adpd, Ahb, Aib, BAib, Ala, 
GAla, A Ala, Alg, All, Ama, Amt, Ape, Apm, Apr, Arg, Asn, Asp, Asu, Aze, Azi, 
Bai, Bph, Can, Cit, Cys, (Cys) 2 , Cyta, Daad, Dab, Dadd, Dap, Dapm, Dasu, Djen, 
25 Dpa, Dtc, Fel, Gin, Glu, Gly, Guv, hAla, hArg, hCys, hGln, hGIu, His, hlle, hLeu, 
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hLys, hMet, hPhe, hPro, hSer, hThr, hTrp, hTyr, Hyl, Hyp, 3Hyp, He, Ise, Iva, 
Kyn, Lant, Lcn, Leu, Lsg, Lys, BLys, ALys, Met, Mim, Mm, nArg, Nle, Nva 
Oly, Orn, Pan, Pec, Pen, Phe, Phg, Pic, Pro, APro, Pse, Pse, Pya, P yr , Pza, Qin 
Ros, Sar, Sec, Sem, Ser, Thi, BThi, Thr, Thy, Thx, Tia, Tie, Tly, Trp, Trta, Tyr' 
Val, Nal, Tbg, Npg, Chg, Thia (vgl. z.B. Houben-Weyl, Methoden der 
Organischen Chemie, Band XV/1 und 2, Stuttgart, 1974). 

Bevorzugt seien jedoch substituierte Phenylalanine (Phe) genannt. In den substitu- 
.erten Phenylalaninen der allgemeinen Formel (II) stent R 1 vorzugsweise fiir den- 
jenigen Rest, der bereits im Zusammenhang mit der Beschreibung der erfindungs- 
gemaCen Stoffe der Formel (I) als bevorzugt fur diesen Substituenten genannt 
wurde. 



Setzt man bei dem erfindungsgemaOen Verfahren b zur Herstellung der substituier- 
ten Arylmilchsaure-haltigen Cyclodepsipeptide mit 24 Ringatomen (I) als 2-Hy- 
droxycarbonsauren der Formel (VI) 4-Nitrophenyl-miichsaure (R 1 = 4-NO,) ein so 
lafit sich das Verfahren b z. B. durch folgendes Reaktionsschema wiedergeben 



' Me ^Me 
Me O 




• 2 " 0 \°" »> 0 <{ y^xj 



Alternatives 
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Die zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens b als Ausgangsstoffe be- 
notigten 2-Hydroxy-car isauren sind durch die Formeln f VI) bis (IX) allgemein 
definiert. 



In d ieSe n Formeln stehen R 1 , R 2 , R 3 und R 4 vorzugsweise fur diejenigen Reste 
d«e bere.ts ,m Zusammer ,ng mit der Beschreibung der erfindungseemaBen Stoffe 
der Formel (I) als bevorv a fur diese Substituenten genannt wurden 
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Die als AusgangsstofFe verwendeten 2-Hydroxy-carbonsauren konnen, falls chiral, 
in der (S)- oder (R)-Konfiguration (L- oder D-Form) vorliegen. Bevorzugt sind 
jedoch die (S)-konfigurierten 2-Hydroxy-carbonsauren. 

Beispielsweise seien genannt: 
5 Hyac, Hyba, Hydd, Hyde, Hyic, Hyiv, Hymb, Hypp, Hypr (Lac), Hytd, Hyud, 
Hyva, PhLac (vgl. z.B. Houben-Weyl, Methoden der Organischen Chemie, Band 
XV/1 und 2, Stuttgart, 1974). 

Bevorzugt seien jedoch substituierte Phenylmilchsauren (PhLac) genannt. In den 
substituierten Phenylmilchsauren der allgemeinen Formel (VI) steht R 1 vorzugs- 
10 weise fur denjenigen Rest, der bereits im Zusammenhang mit der Beschreibung 
der erfindungsgemaflen StofFe der Formel (I) als bevorzugt fur diesen Substi- 
tuenten genannt wurde. 

Als geeigneter Pilzstamm zur Durchfiihrung der beiden erfindungsgemaflen Ver- 
fahren a und b sei Mycelia sterilia der Art Agonomycetales genannt. 

15 Insbesondere sei der am 30.11.1995 unter der Nummer DSM 10 345 bei der 
Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen (DMS) in Braunschweig gemaB 
Budapester Vertrag hinterlegte Pilzstamm Mycelia sterilia 541-11 genannt. 

Das Verfahren kann auch mit aus Mikroorganismen isolierten Synthetasen durch- 
gefuhrt werden. Die dafur benotigten Cyclodepsipeptid-Synthetasen konnen aus 
20 dem weiter oben genannten Pilzstamm nach literaturbekannten Verfahren isoliert 
werden (vgl. z. B. Isolienmg von Enniatinsynthetasen: R. Pieper, H. Kleinkauf, R. 
Zocher, J. Antibiotics 45, 1993, S. 1273-1277; DE-A 4 406 025). 

Die Fermentation der Pilzstamme der Art Agonomycetales erfolgt nach an sich be- 
kannten Methoden in Gegenwart geeigneter Nahrlosungen. Diese Nahrlosungen 
25 enthalten die fur das Wachstum der Pilze notwendigen Salze sowie Kohlenstoff- 
und Stickstoffquellen. 

Als geeignete organische Salze zur Durchfiihrung des erfindungsgemaflen Ver- 
fahrens kommen alle Alkali-, Erdalkali- und Metali-Salze mit Elementen der II bis 
VIII. Nebengruppe des Peri odensy stems in Frage. 
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Beispielhaft seien dafiir erwahnt die Acetate, Chloride, Bromide, Iodide, Fluoride, 
Nitrate, Nitrite, Phosphate, Hydrogenphosphate, Dihydrogenphosphate, Phosphite, 
Hydrogenphosphite, Sulfate, Hydrogensulfate, Sulfite, Hydrogensulfite, Karbonate, 
Hydrogenkarbonate des Lithiums, Natriums, Kaliums, Caesiums, Magnesiums, 
Calziums, Bariums, Zinks, Cadmiums, Scandiums, Titans, Zirkoniums, Vanadiums, 
Niobs, Chroms, Molybdans, Mangans, Eisen, Cobalts oder Nickels. 

Vorzugsweise verwendet man die Acetate, Halogenide, Phosphate, Hydrogen- 
phosphate, Dihydrogenphosphate, und Nitrate der Erdalkalimetalle, insbesondere 
Magnesium, und Metalle der II., VII. und VIII Nebengruppe des Periodensystems, 
beispielsweise Zink, Mangan und Eisen. 

Als Kohlenstoffquelle zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens kom- 
men Kohlenhydrate und kohlenhydrathaltige Produkte in Frage 

Beispielhaft seien dafiir erwahnt die Monosaccharide wie Pentosen, insbesondere 
Ribose, die Hexosen, insbesondere Glucose und Fructose, die Oligosaccharide wie 
Disaccharide, insbesondere Saccharose, Maltose und Lactose, die Trisaccharide, 
insbesondere Raffinose, sowie die Tetra-, Penta- und Hexasaccharide 

Vorzugsweise verwendet man Monosaccharide wie beispielsweise Hexosen, insbe- 
sondere Glucose, und Oligosaccharide wie beispielsweise Disaccharide, insbeson- 
dere Saccharose. 



Als Stickstoff-Quelle zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens kom- 
men Aminosauren und stickstoffhaltige Salze in Frage. 

Beispielhaft seien dafiir die weiter oben genannten naturlichen und synthetischen 
Aminosauren erwahnt oder stickstoffhaltige Salze wie . Ammoniumnitrat, 
Ammoniumnitrit oder Nitrate und Nitrite der weiter oben genannten Metalle. 

Vorzugsweise verwendet man die weiter oben genannten naturlichen Aminosauren 
sowie stickstoffhaltige Salze wie Ammoniumnitrat. 

Die fur das fermentative Verfahren verwendeten Pilzstamme werden zunachst nach 
an sich bekannten Methoden in einem Medium, bestehend z. B. aus Melasse/Corn- 
steep-Liquor, angezuchtet. Nach erfolgter {Cultivation wird das Mycel isoliert. Zur 
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Darstellung der Vorkultur wird ein Fusarium definiertes Medium (FDM), be- 
stehend aus einer Kohlenstoff-Quelle und anorganischen Salzen, mit Mycel ange- 
impft und erneut fermentiert. Nach wenigen Tagen kann die FDM-Hauptkultur 
durch Uberimpfen von je 1 ml Vorkultur hergestellt und analog fermentiert 
5 werden. 

Die eigentliche Fermentation wird dann in Gegenwart von Verbindungen der For- 
mein (II) bis (V) oder (VI) bis (IX) durchgefuhrt. 

Die Fermentationsdauer betragt 1 bis 30 Tage. Die Fermentation erfolgt bei Tern- * 
peraturen zwischen h-5°C und +40°C, bevorzugt zwischen +15°C und +35°C, 
10 besonders bevorzugt zwischen +25°C und +30°C. Es wird steril und unter 
Normaldruck gearbeitet. 

Zur Durchfuhrung werden die Verbindungen der Formeln (II) bis (V) oder (VI) bis 
(IX) im allgemeinen in einer Konzentration von 5 mM bis 100 mM, vorzugsweise 
5 mM bis 70 mM eingesetzt. 

15 Nach vollendeter Fermentation wird das Mycel der Kultur abgetrennt, das Filtrat 
gegebenenfalls mehrmals mit einem organischen Losungsmittel extrahiert, homo- 
genisiert und anschlieflend filtriert. Das anfallende Kulturfiltrat wird in ublicher 
Weise extrahiert, getrocknet und im Vakuum eingeengt. 

Die anfallenden Cyclodepsipeptid-Rohprodukte lassen sich in ublicher Weise 
20 durch Saulenchromatographie oder durch Craig- Verteilung reinigen. Welches das 
optimale Verfahren ist, muB von Fall zu Fall entschieden werden. (vgl. auch die 
Herstellungsbeispiel e) . 

Wird das erfindungsgemafle Verfahren in Gegenwart von isolierten Cyclodepsipep- 
tid-Synthetasen durchgefuhrt, wird in einem waflrigen Puffersystem in Gegenwart 
25 von Metallsalzen, S-Adenosyl-L-methionin (SAM) und Adenosintriphosphat (ATP) 
gearbeitet. 

Als Metallsalze seien genannt. Acetate, Chloride, Bromide, Iodide, Fluoride, 
Nitrate, Phosphate, Hydrogenphosphate, Phosphite, Hydrogenphosphite, Sulfate, 
Hydrogensulfate, Sulfite, Hydrogensulfite, Carbonate und Hydrogencarbonate des 
30 Lithiums, Natriums, Kaliums, Caesiums. Magnesiums, Calciums oder Bariums. 
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Vorzugsweise verwendet man Erdalkalimetall-Salze, wie beispielsweise Magne- 
siumchlorid, -sulfat oder -acetat. 



Die erfindungsgemaflen Verfahren a und b werden in einer wassrigen Pufferlosung 
durchgefuhrt. 

Beispielhaft seien dafur kommerziell erhaltliche PufFerldsungen erwahnt, z.B. fiir 
den pH-Wert 1,0, insbesondere Glycin-Salzsaure, fiir den pH-Wert 2,0 bis 4,0, ins- 
besondere Citrat-Salzsaure, fur den P H-Wert 5,0 bis 6,0, insbesondere Citrat- 
Natronlauge, fiir den pH-Wert 7,0, insbesondere Phosphat, fur den pH-Wert 8 0 
insbesondere Borat-Salzsaure, und fiir den pH-Wert 9,0 bis 10,0, insbesondere 
Borsaure/Kaliumchlorid-Natronlauge. 

Vorzugsweise arbeitet man im "physiologischen Bereich", d. h. bei einem pH-Wert 
von 6,0 bis 9,5 und verwendet dafur bevorzugt eine Phosphatpufferlosung, insbe- 
sondere Kaliumhydrogenphosphat/Dinatriumhydrogenphosphat oder Kaliumhydro- 
genphosphat/Dikaliumhydrogenphosphat. 

Zur Durchfiihrung werden im allgemeinen 2 mM bis 8 mM, vorzugsweise 3 mM 
bis 5 mM an Verbindungen der Formeln (II) bis (V) oder (VI) bis (IX), S- 
Adenosyl-L-methionin (SAM), 3 mM bis 9 mM vorzugsweise 4 mM bis 6 mM 
Adenosintriphosphat (ATP), und 2 mM bis 25 mM, vorzugsweise 5 mM bis 
15 mM an Erdalkalimetall-Salz, 10 mM bis 100 mM, vorzugsweise 40 mM bis 
60 mM Puffer mit 100 ug bis 1000 ug, vorzugsweise 200 M g bis 600 ug isolierter 
Cyclodepsipeptid-Synthetase in- vitro eingesetzt. 

Die Reaktionsdauer der enzymatischen iibyitro-Synthese betragt 2 Minuten bis 24 
Stunden. Die enzymatische Ukvitro-Synthese erfolgt bei einem Temperaturbereich 
von 0°C bis +50°C, vorzugsweise bei +10°C bis +35°C, besonders bevorzugt zwi- 
schen +20°C und +30°C. 

Sie verlauft in einem pH-Bereich von 6,5 bis 9,5, vorzugsweise bei 7,0 bis 8 0 
wobei der P H-Wert durch Zugabe eines Puffers wahrend der gesamten Reaktion 
bei 7,3 konstant gehalten wird. 

Vorzugsweise arbeitet man unter stenlen Reaktionsbedingungen und bei Normal- 
druck. 
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Die enzymatische in-vitro -Svn these kann durch Zugabe von Wasser gestoppt wer- 
den 

Im Falle der Verwendung von Verbindungen der Formeln (II) bis (V) ist es jedoch 
vorteilhaft die enzymatische in-vitro -Svnthese in Gegenwart der entsprechenden 
5 Transaminasen bzw. Dehydrogenasen durchzufuhren. 

Zur Aufarbeitung wird die wassrige Phase mehrmals mit einem organischen L6- 
sungsmittel extrahiert, getrocknet und im Vakuum eingeengt. 

Die anfallenden Cyclodepsipeptid-Rohprodukte lassen sich in ublicher Weise 
durch Saulenchromatographie oder durch Craig-Verteilung reinigen. Welches das 
10 optimale Verfahren ist, muB auch hier von Fall zu Fall entschieden werden (vgl. 
auch die Herstellungsbeispiele). 
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H erstell u ngs b eis niel <> 



Beispiel 1: 

Cyclo(-N- m ethy|.L.|euc y |.D.Iacty|.N- m ethyl-L-leucy|.D-4-nitro.phenyllactyl-N- 
methyl-Heucyl-D-lactyI-N-methy!.Heucyl-I>-4.nitro-phenyllactyl-) 



5 




Herstellung nach Verfahren a 



10 



iOivivo-Incorporation V on 4-Nitro-phenylalanin: 

Zu einer 3 Tage alten Hauptkultur von Mvcelia sterilia der Art Agonomycetales 
wird 4-Nitro-phenylalanin in einer Konzentration von 50 mM sterii zugegeben und 
die Fermentation noch 3 Tage fortgesetzt. Danach wird das Mycel der Fusarien- 
kultur abgetrennt und nach Gefriertrocknung mehrmals mit Methanol extrahiert 
AnschlieBend werden die gesammelten organischen Phasen zur Trockne einge- 
dampft. 



Herstellung nach Verfahren b 



15 Inj^jyo-Incorporation von 4-Nitro-phenylmilchsaure: 

Zu einer 3 Tage alten Hauptkultur von Mycelia sterilia der Art Agonomycetales 
wird 4-Nitro-phenylmilchsaure in einer Konzentration von 50 mM sterii zugegeben 
und die Fermentation noch 3 Tage fortgesetzt. Danach wird das Myce) der 
Fusarienkultur abgetrennt und nach Gefriertrocknung mehrmals mit Methanol 
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extrahiert. AnschlieBend werden die gesammelten organischen Phasen zur Trockne 
eingedampft 

Die Aufreinigung der nach den Verfahren a und b erhaltenen Produkte erfolgt 
mittels praparativer HPLC (RP-18/Acetonitril-Wasser) 

5 ] H-NMR (600 MHz, CDC1 3 , 5): 7,43 (d, 8H, =CH mcta ; 4-N0 2 -Benzyl); 8,15; 8,18 
(2d, 8H, =CH ortho ; 4-N0 2 -Benzyl) ppm [Konformerengemisch] 

APC1-MS m/z (%): 1040 (MH\ 13) 

In-vitro -Incorporation von 4-Nitro-phenylmtlchsaure: 

50 -100 |ng Enzym werden in 200 ^1 eines Gemisches aus 4mM Dithiothreitol, 
10 20 % Glycerin und Tris Puffer pH 7,8 fur zwei Stunden bei 26°C mit den 
nachfolgenden Substraten inkubiert: 

5 mM ATP, 
10 mM MgCI 2 , 
2 mM L-Leucin, 
15 0,5 mM S-Adenosyl-L-methionin, 
2 mM D-Milchsaure, 
50-100 uM D-4-Nitro-phenylmilchsaure. 

Danach wird der gesamte Reaktionsansatz mit Essigsaureethylester extrahiert und 
die gebildeten Produkte werden chromatographiert (TLC, HPLC). 
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Analog kbnnen die in der nachstehenden Tabelle 1 aufgefuhrten Verbindungen der 
allgemeinen Formel (I) als LDLDLDLD-Stereoisomere hergestellt werden: 
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Tabelle 1: 



Beispiele fur Verbindungen der aJlgemeinen Formel (1) 




Bsp.-Nr 


R 1 


R 2 


R* 


R^ 


Physikalische Daten 


2 


4-N0 2 


-CH 3 


-Benzyl 


-CH 3 


1017 (M+Na", 3); 1012 (M+H 2 0, 18); 
995 (MIT, 8) a) ; 

7,37, 7,43 (2d, 4H, =CH roeta ; 4-N0 2 - 
Benzyl); 8,10 (d, 4H, =CH ortho ; 4-NO,- 
Benzyl) b) 

121,5; 123,6 (4xC ortho ; 4-N0 2 -Benzyl); 
129,3; 130,0 (4xC mcta ; 4-N0 2 -Benzy ) c > 


3 


4-NH 2 


CH 3 


-Benzyl 


-CH 3 


986 (M+Na + , 20); 964 (MH\ 100) a) ; 
6,60 (d, 2H, =CH ortho ; 
4-NH- 2 -Benzyl) b) 



a) APCI-MS bzw. EI-MS m/z (%) 

b) 'H-NMR (600 MHz, CDC1 3 ) 5 in ppm 

c > HMQC-Signale (600 MHz, CDC1 3 ) 8 in ppm 
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Kultivation, Vorkulturen und Hauptkulturen 

1. Anzucht auf Agar 

Fur die Anzucht der Pilzkultur auf Agar wird nachfolgendes Medium verwendet: 

Glucose 2,0 %, 
5 Pepton 1,0 %, 

Hefeextrakt 1,0%, 
Malzextrakt 1,0%, 
KH 2 P0 4 0.05 %, 
Arar 1,5 %. 

10 AnschlieBend erfolgt fur 20 Minuten eine Sterilisation bei 121°C. 
Der pH-Wert des Mediums betragt nach der Sterilisation « 7,0. 

2. Fliissigkultur 

a) Cornsteep / Melasse-Medium: 

Der betreffende Stamm Mvcelia sterilia wird in einem Medium bestehend aus 
15 Melasse (30 g/1), Cornsteep-Liquor (10g/l) und Glucose (30 g/1) angezlichtet. 

Zur Herstellung einer Vorkultur wird das Medium mit Mycel von einer Agarplatte 
angeimpft und nach ca. 3 Tagen auf einer Schuttelapparatur zum Animpfen fur 
weitere Kolben (Inhalt je 100 ml) mit dem selben Medium verwendet. 

b) Alternatives Medium: 

20 Alternativ kann fur die Anzucht der Pilzkultur auch nachfolgendes Medium einge- 
setzt werden: 
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Weizenkeimextrakt 2,0 %, 
Pharmamedia 1,0 %, 
MgS0 4 7 H 2 0 0,2 %, 
NaCI 0,2 %, 
Starke 2,6 %, 
Malzsirup 6,0 %, 
CaC0 3 0,3 %. 

AnschlieBend erfolgt fur 20 Minuten eine Sterilisation bei 121°C. 
Der pH-Wert des Mediums betragt nach der Sterilisation 7,5. 

Fur die nachfolgenden FCltterungsversuche werden die betreffenden Precursoren 
(z.B. 4-NitrophenyIalanin, 4-Nitrophenylmilchsaure, 4-Aminophenylamin, 4-Amino- 
phenylmilchsaure) zu 3 Tage alten Kulturen zugesetzt; die Endkonzentration 
betragt 50 mM. 



WO 97/20945 



- 33 - 



PCT/EP96/05190 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung subslituierter Arylmilchsaure-haltiger Cyclo- 
depsipeptide mit 24 Ringatomen mit Hilfe von Pilzstammen der Art 
Agonomycetales oder daraus isolierten enzymatischen Praparationen. 

2. Verfahren zur Herstellung von substituierten Arylmilchsaure-haltigen 
Cyclodepsipeptiden mit 24 Ringatomen der allgemeinen Formel (I) 




in welch er 

R 1 fur geradkettiges oder verzweigtes Alkyl, cyclisches Alkyl, Alkenyl, 
Alkoxy, Alkenyloxy, Arylalkoxy, Cycloalkoxy, Alkylamino, Di- 
alkylamino, Alkylcarbonyl, Alkylcarbonyloxy, Alkoxy carbonyl, 
Alkylaminocarbonyl, Dialkylaminocarbonyl, Heteroarylcarbonyl, 
Alkoxysulfonyl, Alkylaminosulfonyl, Dialkylaminosulfonyl, Alkyl- 
thio, Alkylsulfinyl, Alkylsulfonyl, Heteroarylsulfonyl, die gegebe- 
nenfalls substituiert sein konnen, Hydroxy, Halogen, Nitro, Amino, 
Carboxyl, Carbamoyl, Cyano oder gegebenenfalls fur substituierte 
cyclische Aminogruppen, steht, und 

R 2 , R 3 und R 4 unabhangig voneinander fiir geradkettiges oder verzweigtes 
Alkyl, Heteroarylmethyl oder fiir einen Benzylrest stehen, der 
gegebenenfalls durch Reste aus der Reihe Wasserstoff, geradkettiges 
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Oder verzweigtes Alkyl, cyclisches Alkyl, AJkenyl, Alkoxy, Alke- 
nyloxy, Arylalkoxy, Cycloalkoxy, Alkylamino, Dialkylamino, 
Alkylcarbonyl, Alkylcarbonyloxy, Alkoxycarbonyl, Alkylamino- 
carbonyl, Dialkylaminocarbonyl, Heteroarylcarbonyl, Alkoxysul- 
fonyl, Alkylaminosulfonyl, Dialkylaminosulfonyl, Alkylthio, Alkyl- 
sulfinyl, Alkylsulfonyl, Heteroarylsulfonyl, die gegebenenfalls sub- 
stituiert sein kdnDen, Hydroxy, Halogen, Nitro, Amino, Carboxyl, 
Carbamoyl, Cyano oder der gegebenenfalls durch eine geeignete 
cyclische Aminogruppe substituert ist, steht, 

mit Ausnahme der Verbindungen der Formel (I), in welcher 

R 1 fur 4-Hydroxy steht, 

R 3 fur unsubstituiertes Benzyl steht 

und die ubrigen Reste die oben genannte Bedeutung haben, dadurch 
gekennzeichnet, daB man 

a) optisch aktive oder racemische Aminosauren der allgemeinen 
Formeln (II), (III), (IV) und (V) 




>^Y OH >-V H h ^n4y oh 

HO HO HO 



H O 



(") ("I) (IV) 



(V) 



worm 



R 1 , R", R 3 und R 4 die oben angegebene Bedeutung haben, oder 

b) optisch aktive oder racemische 2-Hydroxy-carbonsauren der allge- 
meinen Formeln (VI), (VII), (VIII) und (IX) 
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worin 

R 1 , R 2 , R 3 und R 4 die oben angegebene Bedeutung haben, 



in Gegenwart von Pilzstammen der Art Agonomycetales in geeigneten 
Nahrlosungen oder in Gegenwart von aus diesen Pilzstammen isolierten 
Synthetasen in einem Puffersystem umsetzt und anschlieBend die ge- 
wiinschten, substituierten Arylmilchsaure-haltigen Cyclodepsipeptide mit 24 
Ringatomen isoliert. 
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